昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica, September 2017, 60(9) : 994-1005 doi:10. 16380/j. kexb. 2017. 09. 003 
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摘要 :【 目 的】 克隆 梨 小 食心虫 Grapholitha molesta ( Busck) 几 丁 质 合成 酶 1] 基因 ,分 析 该 基因 的 分 
子 特征 及 时 空 表达 模式 ,为 探析 其 生理 功能 黄 定 基础 。【 方 法 】 利 用 简 RACE ЖАЯ 
食心虫 5 龄 幼虫 和 肾 中 克隆 几 丁 质 合 成 酶 1 基因 的 全 长 cDNA 序列 ,同时 获得 其 两 个 可 变 剪 切 外 
显 子 序列 ,并 用 邻接 法 (neighbor-joining method) 与 其 他 昆 求 同 源 序列 构建 系统 进化 树 。 利 用 RT- 
qPCR 技术 研究 该 基因 及 两 个 可 变 剪 切 外 显 子 在 1 日 龄 预 肾 不 同 组 织 ( 头 、 体 壁 、 脂 肪 体 、 中 上 肠 、 气 
A e Ke) 中 以 及 不 同 发 育 阶 段 (2 -5 龄 幼虫 、 预 肾 、 肾 和 成 虫 ) 的 表达 特性 。[【 结果 】 克 隆 获得 
梨 小 食心虫 几 丁 质 合 成 酶 1 基因 ,将 其 命名 为 GmCHS1, 该 基因 编码 1 565 个 氨基 酸 ,包含 了 16 个 
跨 膜 螺旋 ,两 个 可 变 剪 切 外 显 子 包含 177 个 碱 基 ,编码 39 个 氨基 酸 序列 ,分 别 命名 为 GmCHSIa 
(GenBank 登录 号 : МЕ000781) 和 GmCHSIb( GenBank 登录 号 : MF000782) 。 系 统 发 育 树 同 源 分 析 
结果 表明 ,GmCHS1 属于 几 丁 质 合 成 酶 1,GmCHSla 和 GmCHSI b 分 别 归 属于 可 变 剪 切 外 显 子 
CHSla 和 CHS1b。 组 织 表达 模式 表明 ,GmCHS1 基因 在 体 壁 中 表达 量 最 高 ,其 次 是 在 头 和 气管 中 ， 
其 余 组 织 中 表达 量 较 低 或 不 表达 ;发 育 表达 模式 表明 ，, 该 基因 在 各 个 发 育 阶段 均 oes Ж 
M 8-38 fo 38 x, ДЕР Rik E ЫЗ, GmCHSI1a 在 体 壁 和 头 部 的 表达 量 高 于 GmCHS16， 
而 在 气管 和 脂肪 体 中 的 表达 量 略 低 于 Gm CHSIb ,两 者 在 中 肠 和 马 氏 管 PASE. ERDE 
S KARA Я И, CmCHS1a 8 Ж 35 3j & 30 29 ДЕ 50) dk EG Eco TR 96-38 ЛЕ P Жақ; 
GmCHS1 b 在 幼虫 各 个 阶段 表达 量 都 较 低 , ECT h-a o 8 UA, K 过 程 中 高 表达 。[【 结论 】 


GmCHS1a 和 GmCHSI b . 家 族 ,其 基因 在 梨 小 食心虫 不 同 组 织 及 发 育 阶段 
1. 推测 其 在 梨 小 食心虫 发 育 ee hh 本 研究 为 进一步 探索 该 
基因 在 梨 小 食心虫 体内 的 功 色 5 
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Abstract: [ Aim] To clone a chitin synthase 1 gene from the oriental fruit moth, Grapholitha molesta 


(Busck) and to analyze its mRNA molecular characteristics and spatio-temporal expression patterns, so 
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as to develop а basis for further research of the biological function of this gene. [ Methods] The complete 


cDNA of a chitin synthase 1 gene was cloned from the 5th instar larvae and pupae of G. molesta by using 


degenerate primers and RACE technology , and two alternative splicing exons were obtained. Phylogenetic 


trees were constructed with the homologous sequences of other insects by using neighbor-joining method. 


The expression patterns of this gene in different tissues of 1 day-old prepupae (head, integument, fat 


body, midgut, trachea and Malpighian tubules) and different developmental stages (2nd - 5th instar 
larva, prepupa, pupa and adult) were detected by RT-qPCR. [Results] The full-length cDNA of a 


chitin synthase 1 gene was cloned from G. molesta, and named СтСН51. It encodes 1 565 amino acids, 


and contains 16 transmembrane helices. The two alternative splicing exons are located in the region 


consisting of 177 nucleotides that encodes 59 amino acid residues, and named GmCHSlIa ( GenBank 
accession no.; MF000781) and GmCHSIb ( GenBank accession no.: MF000782) , respectively. The 
phylogenetic trees showed that GmCHSI belongs to the chitin synthase 1 family, and the two alternative 
exons of GmCHS1a апа GmCHSIb are grouped into the corresponding two classes, CHS1a and CHSIb. 


The tissue expression profiles of GmCHS1 indicated that it had the highest expression level in the 


integument, followed by trachea and head, while had a low expression level or was hardly expressed in 


other tissues. The developmental expression profiles of GmCHS1 showed that it was expressed throughout 


the whole developmental stages, and showed high expression during larval-larval molting, prepupal-pupal 


and pupal-adult transformation. The expression levels of GmCHS1a were higher in the integument and 


head but slightly lower in trachea and fat body than those of GmCHS1b. During growth and development 


of С. molesta, GmCHS1a was mainly expressed during larval-larval molting and prepupal-pupal 


transformation, while GmCHS1b was expressed during the prepupal-pupal and pupal-adult transformation. 
[Conclusion] GmCHS1a and GmCHSIb should be classified into chitin synthase 1 family. The 
expression levels. of СтСН5Ја and GmCHS1b are significantly different in different tissues and 


developmental stages of G. molesta, suggesting that these two genes play different roles in the growth and 


development of G. molesta. This study lays the foundation for the further research of the function of 


GmCHS1a and GmCHSIb in С. molesta. 


Key words: Grapholitha molesta; chitin synthase; expression profile; RT-qPCR ; alternative exons 























梨 小 食心虫 Grapholitha molesta ( Busck ) 是 世界 
性 的 主要 蛙 果 害虫 之 一 (Kirk et al., 2013); ER 
, 除 西 藏 未 见报 道外 ,在 各 梨 、 桃 产 区 均 有 发 生 ,万 
以 东北 、 人 华北、 华东 地 区 发 生 普遍 (Wei et al., 
2015 ) 。 梨 小 食心虫 个 体 较 小 ,具有 峙 梢 、 星 果 的 习 
性 ,年 繁殖 代数 多 .世代 重 王 ,预测 预报 较 困 难 , 给 防 
治 带 来 一 定 的 难度 。 因 此 ,长 期 以 来 , 巢 小 食心虫 的 
研究 一 直 受 到 广泛 重视 ( 范 仁 俊 等 , 2013; Zheng et 
al., 2013, 2015; Yang et al., 2016) , 

几 丁 质 (chitin) 是 自然 界 含量 最 丰富 的 氮 基 多 
糙 ,主要 存在 于 无 脊椎 动物 藻类、 真菌 等 生物 体 中 
( Andersen et al., 1995; Arakane et al., 2004) 。 在 昆 
Н, JUT Eie de RC] EZRA ER RU RS PP 
骨骼 以 外 ,还 是 气管 内 膜 及 中 肠 上 皮 细 胞 形成 的 转 
食 膜 的 重要 结构 成 分 ,起 到 了 保护 支持、 营养 的 作 
用 (Kramer апа Koga, 1986; Khajuria et al., 2010; 
Zhang et al., 2010) 。 昆 虫 生长 与 变态 发 育 过 程 中 ， 
其 表皮 与 围 食 膜 不 断 地 脱落 和 再 生 , 几 丁 质 也 被 不 










































































断 地 重复 合成 和 降解 ( Merzendorfer апа Zimoch ， 
2004); 

几 丁 质 合成 酶 (chitin synthase, CHS) 是 昆虫 几 
丁 质 代谢 过 程 中 的 关键 酶 ,在 昆虫 生长 发 育 过 程 中 
扮演 着 重要 的 角色 (Candy апа Kilby, 1962) 。 昆 虫 
儿 丁 质 合 成 酶 的 分 子 量 超过 170 kD ,是 一 种 大 型 跨 
膜 蛋白 ( 张 文 庆 等 , 2011) 。 目 前 ,在 昆虫 中 发 现 的 
几 丁 质 合成 酶 可 以 分 为 两 类 , CHSI 和 CHS2 
( Nagahashi et al., 1995; 陆 建 良 等 , 2008; Zhang et 
al., 2010; 3K SC , 2011; Qu and Yang, 2012) , 
CHS1 XE XE fe [BE РУКИ PR, ХЕ 
УН, butt Be SERE ЖШ ЖЕЛІНІ EIS] c T GER f 93 
表皮 气管 等 组 织 的 几 丁 质 合 成 ;而 CHS2 主要 在 肠 
壁 细 胞 中 表达 , 其 表达 产物 参与 围 食 膜 的 形成 
(Zimoch and Merzendorfer, 2002) 。 几 了 丁 质 合 成 酶 1 
含有 可 变 剪 切 外 显 子 , 长 度 为 177 pp ,编码 59 NA 
基 酸 ,这 两 个 可 变 剪 切 外 显 子 含 有 很 高 的 相似 性 ,可 
bE 是 由 基因 复制 产生 的 (Gagou et al., 2002; Arakane 










































































amb 


996 昆虫 学 报 Acta. Entomologica. Sinica 60 卷 





ей al., 2004; Hogenkamp et al., 2005; Merzendorfer, 
2006; Ashfaq et al., 2007 ; Chen et al., 2007; Zhang 
et al., 2010) , 

几 丁 质 合 成 酶 是 无 脊椎 动物 体内 特有 的 基因 ， 
因此 是 潜在 的 环境 友好 杀 虫 剂 以 及 专 一 性 基因 干扰 
防 控 技 术 的 理想 靶 标 。 目 前 尚未 有 关于 梨 小 食心虫 
几 了 丁 质 合成 酶 的 分 子 克隆 及 功能 研究 的 报道 。 本 研 
究 利 用 简 并 引物 及 RACE 技术 成 功 克 隆 了 梨 小 食 心 
H СН51 基因 (GmCHS1 ) 的 cDNA 全 长 序列 及 其 两 
个 可 变 剪 切 外 显 子 序列 (GmCHSla 和 CmCHS712 ) , 
并 利用 相关 软件 分 析 了 该 基因 的 序列 特征 ,通过 
RT-qPCR 技术 阐明 了 该 基因 的 时 空 表达 模式 ,为 进 
一 步 研究 梨 小 食心虫 几 丁 质 合 成 酶 基因 功能 黄 定 基 
础 ,也 为 以 几 丁 质 合 成 酶 为 靶 标 的 新 型 杀 虫 剂 以 及 
基因 干扰 技术 的 研究 开发 提供 理论 依据 ,为 和 如 小 食 
心 虫 的 高 选择 性 防治 提供 新 的 思路 和 方法 。 


1 材料 与 方法 


11 供 试 昆 虫 

供 试 梨 小 食心虫 最 初 采 自 山西 省 太 谷 县 桃园 桃 
稍 ,随后 幼虫 在 室内 人 工 气候 箱 用 人 工 饲料 饲 喂 ( 王 
TE EAE, 2011) ,在 26 +0.5% 、 相 对 温度 70% +10% 、 
光 周 期 15L: 9D 条 件 下 饲养 ,成 虫 饲 喂 5% 蜂蜜 水 。 
分 别 取 不 同龄 期 的 试 虫 及 预 晴 第 1 天 试 虫 的 不 同 组 
织 , 并 用 液 氮 迅速 冷冻 , 置 于 -80C 保 藏 等 用 。 
1.2 主要 试剂 和 仪器 设备 

RNAeasy Mini Kits 为 德国 Qiagen 公司 产品 ;5" 
RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends 
Version 2.0 为 美国 Invitrogen 公司 产品 ;Prime Script 
П 1st Strand cDNA Synthase, Ех Taq, LA Taq, 3'- 
Full RACE Core Ки 和 SYBR Premix Ex Taq П 
(TliRNaseH * ) 为 宝生 物 工程 大 连 有 限 公 司 
(TAKARA) 产品 ; Gel Extraction 和 Plasmid Mini Kit 
І Jy Omega 公司 产品 ; pEASY-TI Cloning kit 和 
Trans1-T1 Phage Resistant 感受 态 细胞 为 北京 全 式 基 
因 产 品 ;PCR 引物 合成 由 上 海 Invitrogen 公司 合成 ; 
普通 测序 工作 由 北京 美 吉 生 物 科 技 有 限 公司 完成 。 

凝 胶 成 像 系统 Alphalmager HP 由 美国 Protein 
Simple 公司 生产 ;T100 热 循 环 仪 由 美国 Bio Rad 公 
司 生 产 ;LineGene 9600 荧光 定量 PCR 仪 由 杭州 博 
日 科技 有 限 公 司 生产 。 
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取 巢 小 食心虫 5 龄 幼虫 和 晴 各 1 头 ,利用 
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Qiagen 公司 的 总 RNA 提取 试剂 RNAeasy Mini Kits 
提取 总 RNA, 340 ЖІЯҢ BS 43 КМА 混合 , 使 用 
TAKARA 公司 的 PrimeScript I 1st Strand cDNA 
Synthase 合成 cDNA 第 1 链 , 作为 聚合 酶 链 式 反 应 
(РСК) 的 模板 。 利 用 简 并 引物 ( 林 晨 , 2010) CFI-F, 
ЕІ-К, F2-F, F2-R, F3-F, F3-R, Е-Е, FA-R, F5-F 
ЖІ F5-R, 表 1) 扩 增 梨 小 食心虫 几 丁 质 合 成 酶 1 Ж 
因 的 中 间 片 段 ,PCR 反应 体系 按照 试剂 说 明 书 ;PCR 
反应 条 件 : 94C 3 min; 94C 30 s, 温 度 梯 度 45 - 
607C 退火 1 min, 72C 30 s, 35 个 循环 ;72%C 10 
min, 5' RACE Jx Jj Tc ИҢ 5' RACE System for Rapid 
Amplification of cDNA Ends Version 2. 0 试剂 盒 说 明 
书 进行 ,3'RACE 反应 按照 3'-Full RACE Core Kit 试 
剂 盒 说 明 书 进行 。 

获得 的 PCR 反应 产物 使 用 1% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 
泳 检 测 后 ,将 目的 条 带 按照 Gel Extraction 试剂 盒 说 
明 书 进行 纯化 回收 ,回收 后 的 PCR 产物 连接 到 载体 
рЕАЅҮ-ТІ 上 ,转化 进入 Ттапв1-ТІ Phage Resistant 
感受 态 细 胞 中 ,进行 蓝 白斑 筛选 ,挑选 阳性 克隆 送 到 
公司 进行 测序 。 

通过 5 和 3” RACE 获得 的 序列 及 中 间 序 列 比 
对 拼接 获得 目的 基因 全 长 cDNA. 序列 ,在 该 基因 的 
5' 和 3' 非 编码 区 设计 引物 ( 表 1), 通 过 PCR 进行 
end-to-end 扩 增 并 测序 ,用 于 验证 拼接 的 基因 序列 
是 否 正确 。 
14 梨 小 食心虫 几 丁 质 合成 酶 1 基因 序列 生物 信 
息 学 分 析 

利用 NCBI 中 的 ORF Finder 确定 其 完整 编码 序 
列 并 显示 其 编码 的 氮 基 酸 序列 ; 利用 NCBI. 的 
BLASTP 进行 蛋白 同 源 性 比较 分 析 ; 利用 ProtPar 软 
件 (http ;//web. expasy. org/protparam/ ) 预测 蛋白 的 
理论 分 子 量 和 等 电 点 等 ; 利用 TMHMM 软件 
( http://www. cbs. dtu. dk/services/TMHMM/) Ж 
白 的 跨 膜 区 进行 分 析 ; 利用 NetNGlycl. 0 软件 
(http://www. cbs. dtu. dk/services/ NetNGlyc/ ) 分 析 
信号 肽 和 糖 基 化 位 点 ;保守 结构 域 也 通过 NCBI 
BLSAT 查找 分 析 ; 利 于 Cluster X 将 梨 小 食心虫 几 丁 
质 合 成 酶 1 基因 推测 的 氨基 酸 序列 与 CenBank 数据 
库 中 登录 的 其 他 昆虫 的 几 丁 质 合 成 酶 氨基 酸 序列 进 
行 比 对 ;利用 MEGAS. 0 软件 邻 位 相 接 法 ( neighbor 
joining, NJ) 构建 系统 发 育 树 ,重复 数 1 000. 
15 梨 小 食心虫 几 丁 质 合成 酶 1 基因 时 空 表达 分 
析 







































































根据 王 芳 等 (2016 ) 对 梨 小 食心虫 龄 数 和 龄 期 
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表 1 本 研究 所 用 的 引物 
Table 1 Primers used in this study 











引物 引物 序列 (5' 737) 引物 用 途 
Primers Primer sequences Use of primers 

FI-F CAARYHACBGSNTTYDTYGTNTGG 

FI-R GTCARARAACWNATCATYTC 

F2-F GTCGCYTTTTGCAGCCARTG 

F2-R GTCGCYTTTTGCAGCCARTG 

F3-F GTCDCARGTNATGTACATG GmCHS1 cDNA 扩 增 

F3-R ARATSARGARCADRTACA Amplification of GmCHS1 cDNA 

F4-F АСТАТАТТССТТАТСТТССТС 

F4-R CTCAAAAGTCWACTTCRCCC 

F5-F GGGYGAAGTWGACTTTTTGAG 

F5-R ТСТСССТАТЕТКССТСТТСТТС 

GSP1 CGGGATGACTAGATTGATAGGAAACGCA 

GSP2 AAACTTTTGATTATACCAATGGGGCTCTGT 5' RACE 
nested GSP GTCTTGTTACGTAGTTCTCCACCATCCCA 
Out Primer ATCGGTCTGGTGTTCGTGTT 

3' RACE 


Inner Primer 


TCGCATATCTTGGCATCCAC 








CHSI-F САСССААТААСАСТССТСААСС GmCHS1 全 长 cDNA 扩 增 
CHSI-R TATTTAGCGACTTTCCTGTTCC Amplification of the full length cDNA of GmCHS1 
CHSI-qPCR-F СССААТАСТАССТСТССТСТСА 
СтСН51 RT-qPCR 
CHSI-qPCR-R ATACCAATGGGGCTCTGTCTT 
HS1 a-qPCR-F TGTCCTCATTGTGTTCTTATTGC 


СН51 a-qPCR-R 

CHS1b-qPCR-F 

CHS1b-qPCR-F 
Actin-F 


Actin-R 


的 划分 标准 ,分 别 取 2 -5 龄 前 期 .中 期 和 后 期 幼虫 ， 
第 1 和 3 天 预 师 , 第 1, 3, 5 和 7 天 肾 以 及 第 1 和 3 
天 成 虫 试 虫 ,提取 总 RNA, 反 转录 获得 cDNA 第 1 
链 , 不 同龄 期 的 样品 均 重复 3 次 。 取 第 1 НІН 
虫 的 头 、 体 壁 、 脂 肪 体 . 中 肠 、 气管 和 马 氏 管 提取 总 
RNA , 反 转 录 获 得 cDNA 第 1 链 , 每 个 组 织 重 复 3 
次 。 设 计 RT-qPCR 引物 ( 表 1) 用 于 检测 梨 小 食 心 
虫 几 丁 质 合 成 酶 1 基因 时 空 表达 模式 。 将 反 转 录 合 
成 的 梨 小 食心虫 不 同 发 育 阶段 和 不 同 组 织 的 cDNA 
模板 稀释 20 倍 ,根据 试剂 盒 说 明 书 ,RT-qPCR 反应 
体系 : cDNA 模板 2 pL, SYBR Premix Ex Taq II (2 
х )10 gL, 上 下 游 引 物 (10 umolL) 分 别 为 0.8 uL, 
ROX Reference Dye П (50 x )0.4 uL, ddH,0 6 uL, 
总 反应 体系 为 20 kwL。 反 应 程序 : 95% 预 变性 30 в; 






































ACCTCTTGCGTAACCTCATC 


ААСААСАССААСАССАСАСС 
AGAGGGAAATCGTGCGTGA 


CATACCCAGGAAGGAAGGCT 


СтСН51а RT-qPCR 


AACTCAACAAAGATCAACTCCAC 


GmCHSIb RT-qPCR 











内 参 基 因 扩 增 





Amplification of internal reference gene 


95% 变性 5 в, 60% 退火 及 延伸 34 s, 45 个 循环 。 每 
个 样本 进行 3 个 技术 重复 ,不 同龄 期 的 表达 量 以 目 
的 基因 在 2 龄 幼虫 中 的 表达 量 作为 1, 不同 组 织 的 
表达 量 以 目的 基因 在 马 氏 管 中 的 表达 量 作为 1。 随 
后 利用 Primer Premier 5.0 软件 在 可 变 剪 切 外 显 子 
部 位 设计 特异 引物 ( 表 1) , RT-qPCR 检测 目标 基因 
表达 量 的 变化 , RT-qPCR 反应 体系 和 反应 条 件 同 
上 ,不 同龄 期 的 表达 量 以 其 中 一 个 目的 基因 在 2 龄 
幼虫 的 表达 量 作为 1, 不 同 组 织 的 表达 量 以 该 基因 
在 马 氏 管 的 表达 量 作 为 1。 以 Actin 为 内 参 基 因 
(GenBank 登录 号 : KF022227 ) ,被 测 目 标 基 因 表 达 
量 采 用 2 “方法 计算 。 表 达 量 的 差异 显著 性 比较 
采用 SPSS 软件 中 的 单 因 素 方差 分 析 ( ANOVA， 
Tukey 氏 多 重 比较 法 ,P <0.05 ) 进 行 。 
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2 结果 


21 梨 小 食心虫 几 丁 质 合 成 酶 1 基因 的 克隆 及 蛋 
白 特性 

在 NCBI 搜 索 其 他 昆虫 的 儿 丁 质 合成 酶 1 序 
列 ,根据 这 些 序列 的 保守 区 设计 简 并 引物 3 38 T 
小 食心虫 CHS1 基因 的 5 个 片段 ,拼接 后 获得 了 该 
基因 3 563 pp 的 中 间 片 段 。 利 用 RACE 技术 扩 增 分 
别 得 到 了 该 基因 的 5' 端 和 3' 端 序列 。 将 3 部 分 序列 
拼接 得 到 了 梨 小 食心虫 CHS 基因 的 全 长 cDNA JF 
列 。 而 后 分 别 在 5' 和 3' 非 编码 区 设计 引物 进行 
end-to-end 扩 增 获得 CHS1 的 cDNA 序列 ,用 于 验证 
拼接 的 序列 是 否 正确 。 测 序 后 通过 序列 对 比 确认 该 
序列 为 梨 小 食心虫 CHS1 基因 ,命名 为 GmCHS1。 同 
时 ,发 现 СтСН51 存在 两 个 可 变 剪 切 外 显 子 序列 ， 
分 别 命 名 为 GmCHSla ( GenBank 登录 号 : 
МЕ000781) 和 GmCHSIb ( GenBank 登录 号 : 
MF000782) 。 

CmCHS1 全 长 为 5222 bp, 开放 阅读 框 为 
4 698 bp, 其 中 5' 端 非 编码 区 长 160 bp ,3 端 非 编 码 
区 长 364 bp, 共 编码 1 565 个 氨基 酸 ( 图 1), 





























TH ЖОШЫ Papilio xuthus, WE. W E X IE Ostrinia 
fumacalis , /]v 3 IR Plutella xylostella , Z& 2% Bombyx 
mori, 烟草 天 蛾 Manduca sexta, B 4 Œ Ik 25 IR 
Phthorimaea operculella MZR Ectropis obliqua 等 
昆虫 CHS1 的 氮 基 酸 序列 一 致 性 达到 8896 以 上 ,与 
[x] EEE Tz 8 Anopheles gambiae , 95 4% XX. Tribolium 
castaneum #122 39 Ri Drosophila melanogaster CHS1 
的 氨基 酸 序列 一 致 性 分 别 为 74%, 71% I 7096 。 
将 GmCHSla fll GmCHSI b 与 其 他 昆虫 CHS 的 氨基 
酸 序列 进行 比 对 ,并 构建 分 子 系统 进化 树 ,从 图 3 
(A) 可 以 看 出 CHS 分 为 两 类 , ШІ СН5І 和 CHS2。 
GmCHS1a 和 GmCHSI b 与 其 他 昆虫 的 CHS1 聚 为 一 
个 大 支 ,表明 我 们 获得 的 GmCHSla 和 СтСН815 26 
因 属 于 昆虫 的 几 丁 质 合成 酶 1 基因 家 族 。 利 用 相同 
的 方法 对 两 个 可 变 剪 切 外 显 子 的 氨基 酸 序列 进行 分 
fr, GmCHS1a 和 其 他 昆虫 CHSla 外 显 子 聚 为 一 支 ， 
GmCHSI b 则 与 其 他 昆虫 CHSlb 外 显 子 聚 为 一 支 
(图 3: В). 
2.3 GmCHS1 基因 在 梨 小 食心虫 不 同 组 织 中 和 不 
同 发 育 阶段 的 表达 特性 

利用 RT-qPCR 技术 对 几 丁 质 合成 酶 1 基因 在 
梨 小 食心虫 不 同 组 织 的 表达 进行 了 分 析 ( 图 4)。 结 



































СтСН81а 和 GmCHS1b 在 3 929 -4 105 bp 之 间 存 
在 177 bp 的 差异 ,编码 59 个 氨基 酸 ,氨基 酸 序列 一 
致 性 高 达 70% (图 1 加 粗 字 母 和 图 2) 。 通 过 软件 预 
测 分 析 ,GmCHS1a 基因 编码 蛋白 的 分 子 量 为 178.73 
kD ,理论 等 电 点 为 6.43 ,包含 了 186 个 带 负 电荷 的 
AM ( Asp 和 Glu) ,以 及 176 个 带 正 电荷 的 氨基 
酸 (Arg 和 Lys) ;氨基 酸 序列 不 含有 信号 肽 ,有 7 个 
预测 N- 糖 基 化 位 点 (图 1 方 框 ) ;包含 了 16 个 跨 膜 
螺旋 区 (图 1 灰色 背景 ) ;其 中 322 个 氨基 酸 是 几 丁 
质 合成 酶 的 保守 序列 (图 1 下 划 线 ) ,包含 了 几 丁 质 
合成 酶 特有 的 标签 序列 EDR 和 QRRRW( 图 1 黑色 
背景 )。GmCHS1b 基因 编码 蛋白 的 分 子 量 为 
178.46 kD ,理论 等 电 点 为 6. 43 ,包含 184 个 带 负 电 
14149942640 (Asp 和 Glu) ,以 及 174 个 带 正 电荷 的 
氨基 酸 (Arg 和 Lys) ,其 余 结 构 特 征 与 СтСН81а 基 
因 编 码 蛋 白 相同 。 
2.2 GmCHSI1 的 系统 发 育 

利用 NCBI 的 BLASTP 进行 蛋白 相似 性 比较 分 
析 发 现 , СтСН51а 和 GmCHSIb 基因 推导 的 氨基 酸 






























































果 显 示 ,GmCHS1 在 梨 小 食心虫 不 同 组 织 的 表达 量 
有 很 大 的 差异 。 在 躯干 体 壁 中 的 表达 量 最 高 ,在 头 
和 气管 中 也 有 较 高 的 表达 ,在 脂肪 体 、 中 肠 和 马 氏 管 
中 有 少量 的 表达 。 
СтСН51 在 梨 小 食心虫 不 同 发 育 阶 段 的 表达 分 
析 结 果 表明 (图 5) ,GmCHS1 在 梨 小 食心虫 幼虫 . 预 
晴晴 和 成 虫 的 不 同 发 育 阶段 均 有 表达 ,但 是 表达 量 
存在 一 定 的 差异 。 在 幼虫 各 个 阶段 和 预 晴 期 
СтСН51 的 相对 表达 量 随 着 暗 皮 的 发 生 而 表现 出 周 
期 性 的 升降 ,在 3 -5 龄 幼虫 和 预 肾 前 期 和 中 期 表达 
量 低 , 而 在 后 期 表达 量 显著 升 高 , 均 为 各 个 阶段 的 表 
达 量 最 高 值 ;1 ННЯ GmCHS1 表达 量 达到 整个 发 
育 阶 段 的 最 高 峰 , 为 2 龄 幼虫 中 的 20 售 , 在 3 日 龄 肾 
中 GmCHS1 表达 量 急剧 下 降 , 随 后 ,该 基因 的 表达 量 
先 上 升 后 逐渐 下 降 。GmCHS1 在 不 同 发 育 阶段 的 总 
体 表达 趋势 为 在 幼虫 晓 皮 期 、 预 师 - 晴 及 晴 - 成 虫 转变 
过 程 中 高 表达 ,其 余 发 育 阶段 表达 量变 化 不 大 。 
进一步 对 几 丁 质 合 成 酶 1 基因 的 两 个 可 变 外 显 
子 的 表达 量 进行 分 析 表 明 ,GmCHSI1a 在 躯干 体 壁 和 

































































序列 与 其 他 物种 同 源 基 因 编 码 的 CHS 蛋白 氨基 酸 
序列 一 致 性 达到 65% 以 上 , 5 zz 42 38 np 3 


Choristoneura fumiferana ,棉铃 虫 Helicoverpa armigera , 








头 部 中 的 表达 量 高 于 CmCHS72 ,而 在 气管 和 脂肪 体 
中 的 表达 量 略 低 于 СтСН815; 两 者 在 中 肠 和 马 氏 管 
中 表达 量 都 很 低 ( 图 6: А, В). 












































9 期 杨 E: 梨 小 食心虫 几 丁 质 合成 酶 1 基因 的 克隆 与 表达 分 析 999 
1 ӨТС TGA GTG AGC GOG GCG COT TCA CTC CGA GCG CAC GCC GCG ACC ATG CGT ТАС GAA CGT TOG CGA GTG САС TOT ACG CCT ТАТ TTG ААТ АТТ GTG AAG TGA САТ TTC GGA ТАТ ТТТ GGA 
121 ТТТ TTT TIT ACT CCC CAC ACC CAA TAA GAG TCG TGA ACC ATG GCA ACT TCA GGC GGC AAG CGC CGC GAG GAG GGC AGC GAC ААС TCG GAC GAC GAG CTC ACG CCG CTC GCC AAC GAG ATT 

MESAS ТЕА К KRR GER ES Tug ^S AD ANS ао АСЕ Ta SP zb. ЧАЗМА Е 
241 ТАТ GGC GGA AGT CAA AGA ACG GTG САС GAA ACG AAA GGA TGG GAC ТОС ТТС AGA GAA ТТС CCG CCA AAA CAG GAC AGT GGC TOT ATG GAG ACC CAG AAG TGC CTG GAG TTT АСА GTT CGA 
Y 8 G8 S OQ R T V HE T K à N DSFREFPPKODSG&SMHETOGOKCLUEIF T NE 
361 CTC CTC AAA ОТА ТТА GCT ТАС GCC GTT ACG ТТС ATC GTG GTT CTT GGT ТСС GGA GTT АТС GCT AAG GGA АСА ОТА СТА ТТС ATG АСА ТСТ CAA CTG AAG ААА GAC AGA AGA СТС GCG ТАТ 
ua о yL FEM T SO LKKDRRLAY 
481 ТОТ ААТ AGA AAT ТТА GGT AGG GAC AAG CAA ТТТ АТА GTA AGC СТС CCG GAC GAA GAA CGA GTA GCA TGG ATG TGG GCA CTC СТО ATG GCA TTC GCT АТТ OCT GAA АТС GGG ACA GTT ATA 
C N R N L G R DK OF I| Y SL РО ЕЕ п MMM 
601 сас GCC GTG AGG АТА TGT TTC TTC AAA TOT TCA AAA AGG CCG TCA AGT GCA CAG ТТС АТТ GTG GTG TTC GTT GCG GAG TCA СТС САС АСА АТТ GGT CIT GGG TTG ТТА ТТС TTT AAG АТА 
FS 
721 CIT CCA GAG CTG GAC GTC GTC AAA GGC GCC ATG АТА ACC AAT TGT CTC TGC АТС АТТ OCC GCG АТТ СТА GGT CTG CTG TCA AGA ААС TCC AGA GAC TCA ААА CGG ТТТ ATG AAA GTT АТС 
г РЕТ Оо уу к M Rs ноо квр н к E 
841 ӨТС GAC ATG GCT GCT АТТ GTA GCA САА GTC АСС GGG ТТТ АТА GTG TGG ССС TTG СТА GAA ААТ ААА CCC GTG ТТА TGG СТТ АТА CCG АТТ GCG ТСТ СТА TGT АТТ TOG CTG GGA TGG TGG 
PD A 0c н G 
961 ВАВ ААС ТАС GTA АСА АВА CAG AGC ССС АТТ GGT АТА АТС AAA AGT ТТА GGC АВА СТА AAA GAG GAA ТТА ААТ САС TCA АВА ТАТ ТАС ACG ТАС СВА ТТС ATG ТСТ АТА TGG ААА АТТ ATG 
和 кү үт үн nn 
1081 CTG ТТТ TTA ATG TGC АТТ CTG ТТТ AGT АТА TGG ATG GAA GGT GAC GAT CCA GCA ATG ТТТ TTC CAA CTA TTC AAT GCT GGT ТТТ GGA CCA CAT AAT АТС GTC GTA GAA GAG АТТ CAA АТС 
a oo FANF FOLFNAGF OPHN I VVEE 120! 
1201 CAA АСА GGA GGT ACG ATG АТТ CCA GAT СТА GTG AAT GCC АСА TTA ACC GGA GAT TOG GTA GAG GTT GCA GCA GTT ТАС AAG ТСТ GCC TTT ТАС GTC CTG CTT АТА CAA ATG ТТТ GOG GCC 
Q TG G TN | PDLV Nà^T1LTG0)0SVEV^2^^vv't*«s M 
1321 ТАС ТТТ TGT ТАС АТТ TTC GGA AAG TTC GCG TGT AAA АТТ СТС АТС CAA GGC TTC AGT ТАТ GCG ТТТ COT АТС AAT СТА GTC АТС CCG CTG GTA GTG AAC ТТТ TTG АТС GCT GCT ТӨТ GGA 
Ra с коо оо о ОССЕ 
1441 АТА AGG AAT GGG GAC ААТ TGT ТТС TTC САС GGA ACC АТА COT GAT ТАТ CTG TTC TTC GAA AGC ССА ОСА GTT ТАС АСА СТА AGC GAC ТТС АТТ ТСТ CGA САА ATG GCC TGG GTG TGG TTG 
ПМЕ ^D ON LAGE РН. ЗТ TL LP. ВУ ЕР CES PS ER PE VAL 7T. БАЕ ОАА v ED 
1561 CTA TGG CIT CTA TCA CAA ACG TGG ATA ACA АТА САС АТТ TGG ACC CCG AAA GCA GAG CGT TTG GCA TCT ACG GAG AAA TTG ТТТ GTT СТА CCA ATG ТАС AAT GGA TTG CTT АТТ GAT CAA 
[CN SEE C85 10 ТҮЗДЕН D A aN PaK ORA E R E AS ве ТАЧ ES XE VALE SP M OYN AG SE E ГЕО 
1681 AGC ATG GOG CTT AAC CGA AAG AGG GAT GAT CAA AAG GAT GTA AAA АСС GAG GAC CTT GCG GAA ATA GAG AAA GAA AAG GGT GAC GAA ТАС TAC GAA АСС АТС TCA GTC CAG TCA GAT AAC 
S. WA L No R.K RD D d K D. V K TE D bk,XA E TE SEK E K 4 D E-Y Y E T Tq $ Y Q S DN 
1801 АСТ GGT GCT TCA COT AGG ACG ATC ААА ТСТ TCA GAC САА АТС ACC CGG АТА ТАТ GCA TGC GCA ACT ATG TGG САТ GAA ACG ААА GAT GAG ATG ATG GAA ТТТ TTA AAG TCA АТС CTC AGG 
T A БРВ ОТ S LLAKI 7S es M AH ESTE KD E WAM SES Р KOSS dn ER 
1921 TTG GAT GAA GAT CAG TGC GCT CGG CGT GTC GCT CAG AAA ТАТ CTT CGC GTA GTG GAT 000 GAT ТАС TAT GAA ТТТ GAA ACT САС ATT TTG TTA GAC GAC GCG TTG GAA ATT Т00 GAC САС 
EDE D 20 ОА RAN A a KN De RS VENADA D Xs Y OBESE E ST NE ORE Ee D. СА E E DH 
2041 AGC GAT GAC GAT TOO CAA GTG ААТ CGG TTC GTG AAA СТТ ОТО GTC GAT АСА ATT GAC GAA GOT GCT TCC GAA GTA САТ САА АСО ААС АТО CGA АТС AGG CCA CCG AAG AAG ТАС 006 GCC 
SAD ADD УААН RE V K ib VDE T E E ТА A S E N T N OR fie RE рлар» A KN P A 
2161 CCG ТАТ GGT GGA CGG TTA ACT TGG GTG CTG CCA GGA AAA ACG AAA ATG ATA TGC CAC CTT AAG GAC AAG GCG AAG АТС CGA САС AGG AAA CGT TGG TCT CAG GTG ATG TAC ATG ТАС ТАС 
RW 8- .R dc T WNE EART o Т. OK Mo O AA Еке ір. E e Ko NE REA RAKERA 85 Or V. M. Y MY Y 
2281 OTT СТӨ GGT САС CGT СТА ATG GAG TTG CCG ATA ТСО GTG GAC CGA AAG GAT GTT ATG GOT GAA ААС GCT TAT CTG CTG ACT TTG GAT GGA GAC АТС GAC ТТС CAG COT CAT GOT ОТО CGA 
E EL e SH sR и SE des R N S VE D OR K DEN EMIN ENE ASYE JU D А GD le раар cs СУВ 
2401 CTG СТТ АТС GAT TTG ATG AAG AAG AAC AAG AAT CTT GGA GCA GCT ТӨС GGA CGT ATT САТ ОСА GTT GGA TCA GGC 000 ATG GTG TGG ТАС CAG ATG ТТС GAG ТАС GCA АТС GGC CAT TGG 
СЕ AD L К NR ON E A ТА A Rs ls N i .S-:d ОР MW Y И ОЕ E Y A 8H 2 
2521 CTG CAA AAG GCA ACG GAA САС ATG АТТ GO ТӨС GTA CTT TGT AGC COO GGT ТӨС ТТТ TOG СТС ТТС AGA GGA AAA GCT СТТ ATG GAC САС ААС GTT ATG AAG AAG ТАС ACG СТА CGA TOÀ 
ЕСТЕН СА TE СН NM Gm VL OS up AOE E Sm ERE СЕК AE OM ЕГУГЕ БЫТ ШЕ С ӨШ ET SEC RS 
2641 GAC GAG GOC CGG CAT ТАС GTA САА ТАС GAT CAA GGA GAG GAT CGT TGG TTG ТӨС ACC CTG CTG CTT CAG CGC GGA ТАС CGT GTA GAA ТАС TCG 000 GCA TCG GAG 000 ТАС АСА САТ TGC 
D E A R H Y V OQ Y D аа Nix O T be оова ҮН 2У ESSE Y SS ASA US DS GA EY Тана е 
2761 ССА GAA GGT ТТС AGC GAG TTG TAG ААС CAG CGT CGT CGC TGG GTG 000 TOO АСТ ATO GOC ААС ATO ATG GAT СТА СТС 970 GAC ТАТ AAG САС ACG АТТ AAG АТС AAG GAG ААС АТТ TOG 
PE 8 F S E F v Nu. TN v ^» 5 ir | ^ N 0 W D Lot V D Y K Ho T | kl N D 
2881 АСТ СОТ САТ АТТ GCT ТАС CAG ATG ATG TTG ATG GGC GGT ACC АТС TTA GGC ССС GGC ACT АТА ТТС CTT ATG TTG GTG GGT GCC TTC GTG GCT GCT ТТС ОВА АТС GAC ААТ TGG АСС TOO 
TPpnh A rr) s 
3001 ТТС GAA ТАС AAC TTG ТАС COG ATA TTG CTA TTC ATG TTT GTC TGC ТТС ACG ATG AAA ТСС GAA ATT CAG TTA CTG GTT GOT САА ATT СТА TCG АСА GOG TAC GCT ATG ATA ATG ATG GCT 
FE Е п о ОСОТ 
3121 GTA ATA GTG GGT АСС GCG СТС САВ ТТА GGC GAG GAC GGC АТА GGA TCA ССТ TCG GCC АТС ТТС ТТА АТС GCC СТӨ TCG AGT TCG ТТТ ТТС АТА GCG GCG ТӨС ТТА САТ CCA САА GAG ТТТ 
ЕИО 5 . с Е о с |ШЕЕСЕНИЕСЕН ТЕНГЕ ЕЕЕ ЕНТЕНТЕНТЕБЕСДЕСЕЕСЕН ЕНЕРЕНТЕНТЕНТЕНГЕНЕЕНН > о Er 
3241 TGG Тас АТТ GTA CCT GGA АТС АТО ТАТ CTG СТА TCC АТС CCA ТОТ ATG TAG TTG CTT TTG АТТ TTG ТАТ TCG АТТ АТТ AAC CTG AAC GTG GTA TCC TGG GGT АСТ CGA GAA ОТА CAG АСТ 
"c: v? ШИН vv sna TRE Vor 
3361 AAA AAA АСА AAG AAA GAA АТС GAG CAG GAG AAA AAA GAA GCC GAG GAA GCC AAG AAG ACA GCT AAG CAG AAG TCC CTC TTA GGA ТТТ TTA CAG GGC GTA AAT AGC AAC GAG GAA GAG GGA 
KS Ka TENK KR ES LABS OU IB. Қ) КО ЧЕ АНЕ, СЕА АЕК KTT Ae Ka KE БСС s ЕЕ ха OV. d. SAN ELE EG 
3481 TCT ATT GAA TTC TCT TTT GCC GGG CTG TTC AAG TGC TTG CTT TGT ACA CAT CCC AAG GGC AAC GAA GAG AAA GTT CAA TTG TTG CAT ATT GCA TCT ACG CTC GAG AAA TTG GAG AAA AAA 
SN ЗИ ДЕСТІ LAS tar D IF VIE ССТ PAK c8. МЕНЕ КАЧУ а EE AN АТ ЕСКЕ К K 
3601 TTG GAA ACT GTA GAA AGG GCA GTT GAT CCG CAT GGA ТТА AGC AGA GGA CGT AAG TTG TOG ATC GGG CAC CGT GGC AGC АСА AAT GGC GAT CAC GGG TTG GAT GCA TTA GCA GAG GAC CCG 
LES mV TES RS аР SHAG ВЗВ. Ru 18. 8. HORS 0, S. LH. M8 AD Hor Ls Do he le A UE, DP 
3721 GAG GAC GAA САС AAC TCA GAT ТСС GAT АСС GAC ACC TTG ТОТ ACC GTA CCA AGG GAA CGA AGA GAT GAC TTG АТТ AAC 000 ТАС TGG АТА GAA GAT CAA GAT ТТА AAG AAG GGC GAA GTA 
E^ AD AES GHA мо Сар. Т DU ATA SE 13 Ve Ba. КЕС DS ADA bed NC Bo Y^ Wd: (EDIDI Yo; a реа KO SC EG E V 
3841 GAC TTT TTG GGA CAA GGA GAA CTA CAG TTT TGG AAA GAC CTT ATT GAC AAA ТАС CTT TAC COT ATT GAT GCC AAC AAG GAA GAA CAG GAC CGT АТА ТСС AGA GAC CTT AAA GAA TTG AGA 
ово eE D^ QD OE NS Ора СУУ E E ROLDAN E CE E OD R У ВО ERK E EOR 
3961 GAT 108 TOT GTG TIT TCG TTC TTT ATG GTC AAT GCC CTC TIT GTC CTC АТТ GTG ТІС TTA TTG CAA СТӨ ААТ AAG GAC AAC CTT CAT TTC AAA TGG COG CTC GGA GTA AAA ACT ААС ATT 
о з з | ТЖ o d L e Ier] 
4081 ACG TAT GAT GAG GTT ACG САА GAG GTG TTA АТС TCA AAG GAA TAT TTG CAA TTG GAG CCG ATC GGT CTG GTG TTC GTG TTC TTC TTC GCG TTG ATT TTG TTC АТС САА TTC ACT GCC ATG 
ПҮЗРЕУТФЕеуі івкеуісаі LE? ЩО 
4201 TTG TTC CAT AGA TTT GGA ACC CTT TCG CAT ATC TTG GCA TCC ACA GAA CTG AAC TGG TTC TGC ACG AAA AAG GCG GAA GAC TTA TCT CAA GAT GCA TTA CTG GAT AAA AAT GCA ATA GCA 
ШШШ nra T Ls H | LAS T EL N WFOTKKAEDLSODSALLSDIKWMNSIA:!A 
4321 ATA GTA АЛА GAC ТТА CAG AAA TTG ААТ GGA TTG GAT GAC GAC ТАТ GAT AAC GAC TCG GGA TCA GGC CCA CAC AAT GTG GGT AGA AGG AAG ACC ATA САТ ААС TTA GAG AAG GCG AGA CAG 
іу крі OQ K L N G L D D D Y D 8 S G P H N V G R R K T |I HNLEKAR а 
4441 AAG AAG AGA AAC АТТ GGA АСА СТА GAT GTG GCG TTC AAA AAG CGC ТТС ТТТ AAT ATG AAC GCC ААТ GAT GGA CCA GGA АСА CCG GTA TTG AAT CGT AAG ATG ACC ТТА AGA AGA GAG ACG 
KAROR UNS а. TE De А ЕО КК R F ET N UMS NA За Poe. ТРО NC TL SNC RERE TOL RR AES T 
4561 CTG AAG GCT CTA GAA ACG AGG AGA AAC ТОТ GTG ATG GCC GAG CGA AGA AAG TCG CAA ATG CAA ACA CTT GGT GCA AAT AAC GAA TAC GGA GTA ACT GGA ATG ATA AAC AAC AAT CTA GTG 
Lo K ES EIET ARR N 18: VC, Sh SE a Re rR OR ва GM S09 T D ads FANAN CES V Ge CV. ST, C8 MS de NANN XE. Y 
4681 GTA CCG CGC САТ CGC ACA TCG АСТ GCT ААС АТТ TCG GTA ААА GAC GTG ТТС GCC GAA CCA AAC GGC GGG CAA GTC AAC AGA GGC ТАС GAA ACG АСА CTC GGC GAC GAG GAC GAG AGC AAC 
Vp Re Ho RTS LT aÀ VK D V F АЕР N G & OV N RG YE TTL 6 DE DE S N 
4801 ТСС ATG AGA CTG CAG COO CGG CAG AAC CAG GTG ТОС TTC CAG GGT AGA ТАТ CAG TGA TCC GGC TAG TGG GGA САС СТС ACA AAT ССТ AAG AGT TGC CAA AAG TAG АСА CTG GTT AGG ТТА 
S M R L QP RONOVSEFOGRYO:«* 
4921 ААС AAA TGT AGA ТАС TCA TTA ТТА GCA TAG TTG TAA ACA ТТА AGT ТАА AAT ТАА AAC TCA TTG ТАА GCA ТАС ACT GCT TGT GAT АТТ TGA AAG АТТ TTG ТТА TGG ААС AGG AAA GTC GCT 
5041 AAA TAG ТАТ АТТ ТАТ GTA AAC ATG TTA GCG TGT AGG ATA AAG TCT TAG GTT AGT ТТТ AAA TAA TTA ТАС ACT GCC АСТ AAA CTT ТАТ АСТ ТТТ TGT ATG ТАС ТТТ TTG GGA CAT TTA TAA 
5161 ATG АТТ GTA ААА TAA TGA АТТ GCA АТТ TGT TAA AAA AAA AAA AAA АЛА AGA AAA AAA AAA А 
图 1 梨 小 食心虫 GmCHS 1 cDNA 序列 和 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig. 1 cDNA and deduced amino acid sequences of GmCHS 1 from Grapholitha molesta 
灰色 背景 表示 跨 膜 螺旋 区 ,下划线 表示 几 了 丁 质 合成 酶 保守 序列 ,黑色 背景 表示 几 丁 质 合成 酶 基因 的 2 个 标签 序列 EDR 和 QRRRW , 方 框 表示 预 











测 的 N- 糖 基 化 位 点 ,加 粗 字 母 为 可 变 剪 切 位 点 。Gray color indicates trans-membrane helices, the amino acids underlined denote conserved motif of 


CHS1 black color indicates two signature motifs EDR and QRRRW of CHS, the amino acids in frames indicate potential N-glycosylation sites, and the 





letters in bold indicate alternative splicing region. 
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А 

GmCHS1a GACCGTATATCCAGAGACCTTAAAGAATTGAGAGATTCGTCTGTGTTTTC 50 

GmCHS1b GCTCGCATTGCTGCCGATTTGATAGAGCTTCGTAATAAATCAGTTTTTGC 50 
Ж жж жж ж xk жж kkk ж ж жж жж жж жжж ж 

GmCHS1a GTTCTTTATGGTCAATGCCCTCTTTGTCCTCATTGTGTTCTTATTGCAAC 100 

GmCHS1b ATTCGTTATGTTTAACGCGTTATTCATATTAATAGTGTTTTTGTTACAAC 100 
жж жжжЖжЖ Ж kk kk жж ж ж ж жж жж kk 六 站 六 站 

GmCHS1a TGAATAAGGACAACCTTCATTTCAAATGGCCGCTCGGAGTAAAAACTAAC 150 

GmCHS1b TCAACAAAGATCAACTCCACGTGGATTGGCCTTTAGGAATTAAGACAAAT 150 
Ж kk kk kk Жж kk kk ж ж kkk ж kkk k жж жж жж 

GmCHS1a ATTACGTATGATGAGGTTACGCAAGAG 177 

GmCHS1a ATTACGTACATCGGGGAGACAGGCGAG 177 
ЖЖЖЖЖ ЖЕЖ ж ЖЖ жж жжж 

В 

GmCHS1a DRISRDLKELRDSSVFSFFMVNALFVL I VFLLQLNKDNLHFKWPLGVKTN 50 

GmCHS1b ARIAADL I ELRNKSVFAFVMFNALF IL | VFLLQLNKDQLHVDWPLG | КТМ 50 
ЖЖ жж KKK KKK ж ж жжжж ckdekkedeledelejklek ЖЖ жжжж KKK 

GmCHS1a ITYDEVTQE 59 

GmCHS1b ITYIGETGE 59 
жж жж 














图 2 GmCHSl 可 变 剪 切 位 点 的 核 苷 酸 (A) 及 推导 的 氨基 酸 序列 (B) 














Fig. 2 Nucleotide (А) and deduced amino acid (В) sequences of the alternative exons of GmCHS1 
星 号 标记 表示 完全 一 致 的 核 芽 酸 和 氨 苛 酸 。Asterisks indicate identical nucleotides or amino acids. 














СтСН51а 在 梨 小 食心虫 不 同 发 育 阶 段 的 表达 
趋势 与 GmCHS1 基本 一 致 ,表现 为 在 幼虫 晓 皮 和 预 
肾 - 肾 转变 过 程 中 高 表达 (图 7: А). GmCHSIb 在 幼 
虫 期 表达 量 较 低 ,直到 预 晴 第 3 日 龄 达到 最 高 峰 , 进 
和 人 肾 期 表达 量 有 所 降低 ,但 仍 高 于 幼虫 期 和 成 虫 期 ， 
表现 为 在 预 肾 - 肾 和 肾 - 成 虫 转变 过 程 中 高 表达 (图 
7: В), 























3 讨论 


本 研究 首次 克隆 了 梨 小 食心虫 СтСН51 的 
cDNA 全 长 序列 ,其 中 包含 4 698 bp 完整 的 开放 阅 
读 框 (ORF) ,编码 1 565 个 氨基 酸 序列 ,包含 3 个 结 
构 域 ,分 别 是 结构 域 A, В 和 C。 结 构 域 A 在 几 丁 质 
合成 酶 的 N 端 区 , 由 9 个 蜂 膜 螺旋 组 成 ;不 同 昆虫 
的 CHS 在 结构 域 A 含有 不 同 数量 的 跨 膜 螺 旋 ,保守 
性 较 低 ( 余 海 中 等 , 2015; 赵 文 静 等 , 2016), ЙЫ 
HÈ В 编码 大 约 322 个 氮 基 酸 序列 ,是 蛋白 质 的 催化 
中 心 ,该 区 域 高 度 保 守 ,包含 了 几 丁 质 合成 酶 特有 的 
标签 序列 EDR 和 QRRRW (Nagahashi et al., 1995; 
张 文 庆 等 , 2011) 。 结 构 域 C 包含 了 7 个 监 膜 螺旋 ， 
拥有 7 个 跨 膜 螺旋 是 CHS1 结构 域 C 的 共同 特征 ， 

















CHS2 因 物 种 不 同 包 含 的 跨 膜 螺旋 不 同 (Ampasalae; 
al., 2011) 。 本 研究 扩 增 过 程 中 发 现 GmCHS1 包含 
两 个 可 变 剪 切 外 显 子 GmCHSIa 和 GmCHS1b ,两 者 
存在 177 pp 的 差异 ,编码 59 个 氨基 酸 的 差异 ,氨基 
酸 序列 一 致 性 为 70% 。 目 前 ,昆虫 中 只 在 CHS1 中 
发 现 了 可 变 剪 切 外 显 子 ,已 报道 的 СН81 存在 可 变 
剪 切 外 显 子 的 昆虫 包括 亚洲 玉米 曝 、 东 亚 斥 星 
Locusta migratoria manilensis , 赤 拟 谷 盗 .烟草 天 蛾 、 
站 比 亚 按 蚊 、 黑 腹 果 蝇 、 小 菜 蛾 .甜菜 夜 蛾 Spodoptera 
exigua (Zimoch and Merzendorfer, 2002; Arakane et 
al., 2004; Hogenkamp et al., 2005; Ashfaq et al., 
2007; Chen et al., 2007 ; Zhang et al., 2010; Qu and 
Yang, 2012) 。 

根据 选取 的 各 种 昆虫 CHSs 氨基 酸 序列 构建 的 
系统 进化 树 基 本 能 反映 昆虫 中 CHS 的 进化 关系 。 
系统 进化 分 析 显 示 ,所 选 昆 虫 的 CHS1 聚 为 一 大 文 ， 
CHS2 聚 为 另 一 大 文 , 这 预示 着 CHS1 在 物种 进化 过 
程 中 非常 保守 ,尤其 是 其 催化 结合 域 。 本 研究 得 到 
的 GmCHSla #1 GmCHSI b 分 布 于 СНІ 区 域 ,因此 
可 以 确定 GmCHSI 属于 一 类 几 丁 质 合成 酶 。 单 独 
分 析 两 个 可 变 剪 切 外 显 子 的 氨基 酸 序列 ,GmCHS1a 
和 其 他 昆虫 CHS1a 外 显 子 聚 为 一 支 ,CmCHS1b 则 













































































杨 E: 梨 小 食心虫 几 丁 质 合成 酶 1 基因 的 克隆 与 表达 分 析 
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JE T GEBOT IA EREA bE GmCHSIa 和 GmCHSIb 与 相关 物种 CHS( А) 

及 GmCHSla 和 GmCHSIb 可 变 剪 切 外 显 子 (B) 系 统 进化 树 ( 邻接 法 ) 
of GmCHS1a and CmCHS1b in Grapholitha molest 
and CHS of other related insects (А) and alternative exons of СтСН51а and GmCHSIb (B) by using neighbor-joining 


几 丁 质 合成 酶 的 来 源 与 GenBank 登录 号 Origin of the CHSs and their GenBan 
MF000781; GmCHS1b: МЕ000782); 美洲 棉铃 虫 


Б, 





图 3 








Fig. 3 Phylogenetic trees based on the amino acid sequences 








k accession numbers; ЖІЛІМЕ Д 





a 


b 


а 


method 


E Grapholitha molesta ( СтСН51а; 
Helicoverpa zea ( HzCHS1a; ADX66428; HzCHS1b: ADX66429; HzCHS2; ADX66427) ; 棉铃 虫 


Helicoverpa armigera ( HaCHS1a; AKR54210; HaCHS1b: AKR54211; HaCHS2; AKZ08595) ; 甘蓝 夜 蛾 Mamestra brassicae ( MBCHSI ; АВХ56676); 


ЖШ Mythimna separata ( MsCHS1 ; A0Z56906) ; 甜菜 夜 峨 Spodoptera exigua ( ЅеСНЅ1 : AAZ03545 ; SeCHS2; ABI96087 ) ; ? 
(MsCHSI1*:; AAL38051; MsCHS2; ААХ20091); 2 # Bombyx mori (BmCHSla; XP 012549892; BmCHSIb; XP . 
AFC69002) ; W Y Е ЖЕН Ostrinia fumacalis (OfCHS1: АСЕ53745; OfCHS2; ABB97082); ЖА 1 й Cnaphalocrocis medinalis 
AJG44538; CmCHS2; AJG44539) ; 145 Eo 25 WM Phthorimaea operculella (PoCHS1 ; AOE23678; PoCHS2; А1Ј50381 ) ; 











HERIK Manduca sexta 
012549891 ; 


BmCHS2 ; 
( CmCHS1 ; 


4x UE Papilio machaon 


( PmCHS1 ; KPJ06518; PmCHS2; KPJ06520) ; 小 菜 蛾 Plutella xylostella ( PXCHS1a; API61827; PxCHS1b: AP161827); 云 杉 卷 叶 蛾 Choristoneura 
fumiferana (СІСН51; ACD84882) ; Z& R Ш Ectropis obliqua ( EoCHSla; ACA50098; EoCHS1b; ACD10533 ) ; Bhè JÆ X Culex quinquefasciatus 





(CdqCHS1: ХР 001866798) ; 四 斑 按 蚊 Anopheles quadrimaculatus ( AqCHS1 ; ABD74441) ; Ж 
ACY38588; LmCHS1b: ACY38589) ; 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum ( TcCHS1a; ХР 008194188; TcCHS1b: NP. 001034491) ; 7 Я 














KA Locusta migratoria manilensis ( LmCHSla; 


Е Danaus 





plexippus ( DpCHS2 ; EHJ63544) ; 1791 Mamestra configurata ( McCHS2 : AJF93428) ; 草地 贪 夜 蛾 Spodoptera frugiperda ( Sf{CHS2: AAS12599 ) ; 








ЛН ХЕ Papilio xuthus (PxCHS2 : КРІ93759). 节点 处 的 数字 为 1 000 次 
(1 000 replicates) аге indicated besides nodes. 








展 后 超过 5096 的 自 展 值 。Bootstrap support values ( > 50 











) of NJ tree 
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Relative expression level 





IN HE MG TR FB MT 
组 织 Tissues 








84 СтСН51 在 梨 小 食心虫 日 龄 预 肾 
不 同 组 织 中 的 相对 表达 量 
Fig. 4 Relative expression level of GmCHS1 in different 














tissues of 1 day-old prepupae of Grapholitha. molesta 
IN; 体 壁 Integument; HE; 头 部 Head; МС: 中 肠 Midgut; TR; 气管 
Trachea; FB; 脂肪 体 Fat body; MT; 马 氏 管 Malpighian tubules. 柱 上 
不 同 的 字母 代表 基因 表达 差异 显著 (P<0.05, Tukey 氏 多 重 比较 法 ; 


n 23), Different letters on the bars of the histogram indicate statistically 




















significant difference (Р «0.05, Tukey' s range test; n 23). 





与 其 他 昆虫 CHS1b 外 显 子 聚 为 一 支 , 说 明 这 两 个 基 
因 分 别 属于 CHSla 和 CHIb, ХЕ CHSla 和 CHSIb 
两 个 分 支 上 ,同属 鳞 这 目 昆虫 的 棉铃 虫 、 小 菜 蛾 、 茶 
RIE ZEAR ате 9] — HEDE, KAR 
R, RISE A H RAUA CREARI: K A He 
为 一 个 进化 分 文 , 这 说明 СН51а #1 CHSIb 在 进化 上 
具有 很 好 的 保守 性 ,也 显示 了 不 同 目 昆 虫 CHS1a 和 
CHS1b 蛋白 进化 上 的 差异 性 。 

组 织 特异 性 表达 分 析 表 明 , GmCHSY 主要 在 体 
壁 \ 头 部 和 气管 中 表达 ,在 中 上 肠 中 的 表达 量 远 低 于 体 
壁 中 ;这 种 表达 特性 与 其 他 昆虫 中 CHS1 的 特性 相 
同 ,包括 棉铃 虫 . 亚 洲 玉 米 蜡 、 家 鼻 、 乔 菜 夜 蛾 和 东亚 
"Ki ( Chen et al., 2007; Zhang et al., 2010; [49 
高 , 2010; Qu and Yang, 2012; 马龙 , 2014) , CHSI 
主要 负责 表皮 和 气管 的 外 壳 中 几 丁 质 的 合成 ， 
GmCHS1 表达 特性 与 其 他 昆虫 中 CHS1 的 特征 相 吻 
合 ,说 明 GmCHS1 在 梨 小 食心虫 中 也 主要 负责 表皮 
和 气管 中 几 丁 质 的 合成 。 

进一步 通过 基因 在 不 同 发 育 阶 段 表 达 分 析 结 果 
可 以 看 出 ,GmCHS1 在 梨 小 食心虫 发 育 各 个 阶段 均 
有 表达 ,说明 该 基因 对 于 梨 小 食心虫 各 个 阶段 的 发 
育 是 必需 的 。 在 每 个 阶段 CmCHS1 的 表达 水 平 随 
着 昆虫 的 变态 发 育 表现 出 周期 性 的 变化 , 3: ЛЕН 
皮 过 程 和 里 形成 前 期 高 表达 ,在 进食 期 表达 量 很 低 。 
GmCHS1 表达 量 的 高 峰 期 正 是 幼虫 新 表皮 和 肾 寺 形 












































相对 表达 量 
Relative expression level 





«ылы Ы CHA 


колын лы Аы 


发 育 阶段 Developmental stage 
图 5 | GmCHSI 在 梨 小 食心虫 不 同 发 育 阶 段 的 相对 表达 量 
Fig. 5 Relative expression level of GmCHS1 





























in different developmental stages in the whole 
body of Grapholitha molesta 
№; 2 龄 幼虫 2nd instar larvae; N3-A ; 3 龄 前 期 幼虫 Anterior stage of 
the 3rd instar larvae; N3-M; 3 龄 中 期 幼虫 Median stage of the 3rd 
instar larvae; N3-P; 3 龄 后 期 幼虫 Posterior stage of the3rd instar 
larvae; N4-A ; 4 龄 前 期 幼虫 Anterior stage of the 4th instar larvae; N4- 
M: 4 龄 中 期 幼虫 Median stage of the 4th instar larvae; М-Р; 4 Б 
期 幼虫 Posterior stage of the 4th instar larvae; N5-A; 5 龄 前 期 幼虫 
Anterior stage of the 5th instar larvae; N5-M; 5 龄 中 期 幼虫 Median 
stage of the 5th instar larvae; N5-P; 5 龄 后 期 幼虫 Posterior stage of the 
5th instar larvae; PP1: 1 日 龄 预 师 1 day-old prepupae; PP3: 3 Н jit 
fiM 3 day-old prepupae; P1: 1 НЙ 1 day-old pupae; РЗ: 3 日 龄 
师 3 day-old pupae; P5: 5 НІШ 5 day-old pupae; P7: 7 НЙ 7 
day-old pupae; ADI; 1 日 龄 成 虫 1 day-old adults; Арз: 3 НИХ 
3 day-old adults. 柱 上 不 同 字母 代表 基因 表达 差异 显著 (P «0.05, 
Tukey 氏 多 重 比较 法 ; n =3)。Different letters above bars of the 


histogram indicate statistically significant difference ( P «0.05, Tukey’ 
































s range test; n 23). 


成 的 阶段 ,表明 该 基因 的 功能 与 幼虫 表皮 和 肾 党 的 
儿 丁 质 合成 密切 相关 。 这 一 结果 与 之 前 报道 的 多 种 
PEA H EE CHS1 基因 在 不 同 发 育 阶段 的 表达 水 平 
(Chen et al., 2007; 占 智 高 ，2010; Qu and Yang, 
2012; 马龙 , 2014) 大 致 相同 。 

目前 对 于 CHS1 可 变 外 显 子 的 研究 表明 CHSIa 
和 CHS1b 具有 不 同 的 功能 ,CHS1la 主要 负责 表皮 几 
丁 质 的 合成 ,CHS1b 参与 气管 中 几 丁 质 的 合成 , 且 
在 不 同 的 发 育 阶 段 发 挥 着 作用 。 对 褐 飞 乱 WCHS1 
的 研究 表明 , NICHSIa 主要 是 在 体 壁 中 表达 , 而 
NICHSIb 主要 是 在 气管 中 表达 , 且 两 者 在 中 肠 痕 量 
Kiko MCHSla 一 般 是 在 暗 皮 后 表达 量 会 明显 上 
Ft, МСН51Ь 仪 是 在 暗 皮 前 的 1-2 d 表达 量 会 升 
高 ,但 总 体 表 达 量 明显 低 于 NCHS1a; 作 者 推测 这 种 
不 同时 间 的 差异 可 能 是 因为 气管 几 丁 质 的 合成 要 先 
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食心虫 1 日 龄 预 师 不 同 组 织 中 的 相对 表达 


Fig. 6 Relative expression levels of GnCHS1a (А) and GnCHSIb (B) in different tissues 


of 1 day-old prepupae of Grapholitha. molesta 


ІМ; 体 辟 Integument; HE; 头 部 Head; MG; 中 肠 Midgut; TR; 气管 
母 代表 基因 表达 
difference (P «0.05, Tukey' s range test; n =3). 
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图 7 GmCHS1a(A) 和 GmCHS1b(B) 在 梨 小 食心虫 不 同 发 育 阶 段 的 相对 表达 量 


Trachea; FB; 脂肪 体 Fat body; MT; 马 氏 管 Malpighian tubules. 柱 上 不 同 字 
差异 显著 (P<0.05,Tukey 氏 多 重 比 较 法 ; n =3)。Different letters above bars of the histogram indicate statistically significant 
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Fig. 7 Relative expression levels of GmCHS1a (А) апа GnCHSIb (B) in different developmental 
stages in the whole body of Grapholitha molesta 
№; 2 龄 幼虫 2nd instar larvae; N3-A ; 3 龄 前 期 幼虫 Anterior stage of 3rd instar larvae; N3-M ; 3 龄 中 期 幼虫 Median stage of 3rd instar larvae; N3- 
Р: 3 龄 后 期 幼虫 Posterior stage of 3rd instar larvae; N4-A ; 4 龄 前 期 幼虫 Anterior stage of 4th instar larvae; N4-M ; 4 龄 中 期 幼虫 Median stage of 4th 
instar larvae; N4-P: 4 龄 后 期 幼虫 Posterior stage of 4th instar larvae; N5-A; 5 龄 前 期 幼虫 Anterior stage of 5th instar larvae; N5-M; 5 龄 中 期 幼虫 
Median stage of 5th instar larvae; М5-Р; 5 龄 后 期 幼虫 Posterior stage of 5th instar larvae; РРІ: 115 1 日 龄 1 day-old prepupae; PP3 : 53 日 








龄 3 day-old prepupae; Pl; 师 第 1 НІ day-old pupae; РЗ: #2 3 日 龄 3 day-old pupae; P5: 14455 日 龄 5 day-old pupae; P7: 445 
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day-old pupae; ADI; 成 虫 第 1 日 龄 1 day-old adults; Арз: 成 虫 第 3 日 龄 3 day-old adults. 柱 上 不 同 字 母 代 表 基 因 表达 差异 显著 (P<0.05,Tukey 
氏 多 重 比较 ; n =3) Different letters on the bars of the histogram indicate statistically significant difference (Р «0.05, Tukey’ s range test; n 23). 








于 表皮 ,这 种 在 不 同 发 育 阶段 的 差异 表达 说 明 两 个 
可 变 外 显 子 在 功能 上 是 有 一 定 的 区 别 ( Wang et al., 
E NE JI Е ЖЕН OfCHSIa 和 OfCHSIb 的 组 织 
达 特 异性 都 倾向 于 在 表皮 中 ,在 中 肠 中 的 表达 量 很 
16. OfCHS1a 主要 在 新 生成 的 卯 中、 幼虫 -幼虫 旷 皮 
过 程 和 幼虫 - 晴 过 程 表 达 ,OA8712 主要 在 幼虫 - 幼 
虫 赔 皮 过 程 和 晴 - 成 虫 的 发 育 过 程 中 表达 ,两 者 在 不 
同 的 发 育 阶段 发 挥 这 作用 ,OfCPsya 的 功能 是 参与 


























T p В Л АН GERE, OfCHSI b 则 可 能 与 成 虫 翅 
脉 中 的 气管 形成 有 关 ( Qu апа Yang, 2012) 。 本 研 
究 中 梨 小 食心虫 GmCHS1 的 选择 剪 切 产物 的 表达 
模式 为 ,GmCHS1a 在 体 壁 的 表达 高 于 CmCHS7 ,而 
在 气管 的 表达 低 于 GmCHSIb ,两 者 在 脂肪 体 都 有 少 
量 表达 ,在 中 肠 几 乎 不 表达 。 证 明 与 其 他 昆虫 的 一 
FÉ,GmCHSIa 参与 了 表皮 的 形成 ,GmCHS10b 参与 了 
气管 的 发 育 。 在 不 同 发 育 阶段 ,GmCHS1a 表达 模式 
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与 GmCHS1 的 表达 模式 基本 相同 ,在 幼虫 -幼虫 和 预 
肾 - 肾 的 形成 过 程 中 表达 水 平 也 出 现 峰值 ,但 是 含量 
比 GmCHS1 低 ,变化 也 没有 GmCHS1 剧烈 ,说 明 该 
基因 主要 在 幼虫 赔 皮 及 晴 的 形成 过 程 中 发 挥 作用 。 
GmCHS1b 的 表达 主要 特点 是 在 预 肾 期 及 师 发 育 为 
成 虫 的 过 程 中 表达 量 高 ,说 明 其 在 晴 形 成 和 羽化 过 
程 中 发 挥 作 用 。 

本 研究 通过 克隆 梨 小 食心虫 几 丁 质 合 成 酶 1 基 
cDNA 序列 及 两 个 可 变 剪 切 外 显 子 序列 
GmCHS1a 和 GmCHSI b ,并 对 该 序列 进行 了 分 析 , 了 
解 了 梨 小 食心虫 几 丁 质 合成 酶 1 的 结构 特征 ,并 对 
СтСН51а 和 GmCHS1b 在 梨 小 食心虫 不 同 组 织 和 不 
同 发 育 . 为 进一步 研究 几 

丁 质 合 成 酶 基因 的 功能 及 其 对 梨 小 食心虫 生长 发 育 
的 影响 奠定 了 .... 
思路 和 方法 。 
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